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sapiens も地球上の生物の多様性を織りなす 1 要素であろう．今日，この生物の多様性を保全す
る取り組みが世界的に行われており，顕著な例として生物の多様性に関する条約（CBD）が挙げ
られる．CBD は 2015 年末現在で 196 ヶ国が批准する世界に広く受けいれられている条約であ
る．Global Biodiversity Outlook 4（Secretariat of the Convention on Biological Diversity, 2014）による
と，この条約は生物多様性の保全，生物多様性の構成要素の持続可能な利用，遺伝資源の利用か
ら生ずる利益の公正かつ衡平な配分の 3 項目を目的としている．CBD により保全が必要とされ
る生物多様性は，生態系，種，種内集団の多様性および種内の遺伝的多様性を含む概念であり，
その保全は 1）生物資源の経済的価値，2）生態系サービス，3）賛美的価値，4）生物が生存す


















II. カワウソ亜科 Lutrinae および Lutra属について 
カワウソ亜科 Lutrinae の現存種は 7 属 13 種に分類され（IUCN, 2016；Wozencraft, 2005）（表
1-1），4 つの大陸（ユーラシア，アフリカ，北米，南米）に広く分布する半水生の中型哺乳類で
ある．このうち Lutra 属はユーラシアカワウソ Lutra lutra およびスマトラカワウソ Lutra 
sumatrana の 2 種だが，20 世紀以降に絶滅したニホンカワウソ Lutra nippon を含めるとかつては
3 種で構成されていたと考えられる．ニホンカワウソの絶滅はカワウソ亜科において特別な出来
事ではなく，現存しているカワウソ亜科 13 種においても何らかの絶滅の危険性がある．The 
IUCN Red List of Threatened Species（以下，IUCN Red List）（IUCN, 2015）はカワウソ亜科のうち
5 種を絶滅危惧 IB 類（Endangered）に，2 種を絶滅危惧 II 類（Vulnerable）に，5 種を準絶滅危惧
（Near Threatened）に，1 種を軽度懸念（Least Concern）にランク付けており，集団の増減傾向
に関してもカナダカワウソ以外は減少と評価している（表 1-1）．Lutra 属において，スマトラカ
ワウソは生息が確認されている地域が局所的なため絶滅危惧 IB 類に，ユーラシアカワウソは欧
州の複数の国や地域で地域絶滅が起きており（Conroy and Chanin, 2000）準絶滅危惧にランク付
けられている（表 1-1）．この状況から Lutra 属各種の生息域内保全および生息域外保全が進めら
れている一方で，保全上解決しなければならない問題が存在する． 










示した Lutra 属における問題は保全遺伝学的観点からも解決しなければならない． 
 
III. 遺伝子マーカーとしてのミトコンドリア DNA と近年の配列決定技術革新 
遺伝学的解析ツールとして，動物のミトコンドリア DNA（mtDNA）は分子系統学的研究や
系統地理学的研究で広く用いられており，それらの研究結果は保全遺伝学に応用されている．こ
の mtDNA の特徴として以下の 4 点が挙げられる：1）子の性別に関係なく母親のみから受け継
ぐ（母系遺伝），2）核 DNA（nDNA）と比べると進化速度が速いため種内変異の検出が可能であ
る，3）通常は nDNA で観察されるような遺伝的組み替えが起らない，4）1 細胞中に 1 コピーの
nDNA と比べて mtDNA は 1 細胞中に数十から数千のコピーが含まれている．上記に示した
mtDNA の特徴は，種および種内集団を母系から認識でき系統解析に適している（Avise, 2000）．
加えて，経年劣化や薬品処理の影響で DNA が断片化し減少している絶滅した動物の博物館標本
試料などでも nDNA と比べて mtDNA はコピー数が多いことから比較的容易に DNA 配列を得る
ことが可能である． 
遺伝子配列の解析技術における特筆するべき進歩として，2005 年以降に登場した次世代シ





たタスマニアンタイガーThylacinus cynocephalus の仮剥製標本 1 個体とエタノール液浸標本 1 個
体から mtDNA 配列が決定され，タスマニアンタイガーとその他有袋類間の系統類縁関係に新た
な知見を示した（Miller et al., 2008）．それ以降，奇蹄目ウマ科 Equus 属において絶滅したクアッ
ガ Equus quagga の剥製標本のみならず後期更新世のウマ出土骨から mtDNA 配列を決定し系統類
縁関係を解明した研究や（Vilstrup et al., 2013），マダガスカルに生息していた飛ばない大型鳥類
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エピオルニス Aepyornithidae の出土骨から mtDNA 配列の決定がなされ，エピオルニスはニュー







本研究は哺乳綱食肉目イタチ科カワウソ亜科の特に Lutra 属に着目し，mtDNA に基づいて
分子レベルで個体の特徴を調べることにより，保全遺伝学上の問題を解決することを目標とし






属 種名 和名 絶滅リスク評価 増減傾向
Lutra Lutra lutra ユーラシアカワウソ 準絶滅危惧 減少
Lutra sumatrana スマトラカワウソ 絶滅危惧IB類 減少
Aonyx Aonyx cinerea アジアコツメカワウソ 絶滅危惧II類 減少
Aonyx capensis ケープツメナシカワウソ 準絶滅危惧 減少
Aonyx congicus コンゴツメナシカワウソ 準絶滅危惧 減少
Lutrogale Lutrogale perspicillata ビロードカワウソ 絶滅危惧II類 減少
Hydrictis Hydrictis maculicollis ノドブチカワウソ 準絶滅危惧 減少
Enhydra Enhydra lutris ラッコ 絶滅危惧IB類 減少
Lontra Lontra canadensis カナダカワウソ 絶滅危惧IB類 安定
Lontra longicaudis オナガカワウソ 準絶滅危惧 減少
Lontra felina ミナミウミカワウソ 絶滅危惧IB類 減少
Lontra provocax チリカワウソ 絶滅危惧IB類 減少
Pteronura Pteronura brasiliensis オオカワウソ 絶滅危惧IB類 減少
表1-1.　現生するカワウソ亜科（Lutrinae）13種の絶滅リスクと増減傾向.







ユーラシアカワウソ L. lutra はイギリスから北アフリカ，イスラエル，そして東アジアまで
広く分布する（Kruuk, 2006）．IUCN Red List（2015）によると本種には 7 亜種が存在しており，
国内外の動物園や水族館では欧州に広く生息する欧州亜種 L. l. lutra，タイやインドネシアに生息
する東南アジア亜種 L. l. barang および中国や台湾に分布する中国亜種 L. l. chinensis などが飼育
されている．今日，本種は The Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna 
and Flora（ワシントン条約）で付属書 I に，IUCN Red List（2015）では準絶滅危惧にランク付け
られている絶滅の恐れのある種であり，実際に地域絶滅も起きている（Conroy and Chanin, 
2000）．日本にも本種の 1 亜種 L. l. whiteleyi が北海道に生息していたが斜里郡における 1955 年の
捕獲情報を最後に道内で情報は無くなり（安藤, 2008；Sasaki, 2009），環境省は第四次レッドリス
トで絶滅を宣言している（環境省, 2012）． 
欧州における本種の地域絶滅を鑑み，EAZA は European Endangered species Programme
（EEP）に基づき本種の繁殖を積極的におこなっている．現在，EEP では A-line と定義された純
粋な欧州亜種 L. l. lutra のみを用いた繁殖計画が進められている．その一方で，イギリスのノー
フォークワイルドライフパークでは 1970 年代に欧州亜種 L. l. lutra と東南アジア亜種 L. l. barang
が同居飼育されていたため，同施設で出生した個体は亜種間交雑によりできた子孫の可能性があ





ク，2014）を確認すると 22 個体と非常に少ない．これらのうち EAZA から導入された個体は，
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富山市ファミリーパークのメス 2 個体と，ふくしま海洋科学館に導入されたオス，メス各 1 個体
の計 4 個体だが，メス個体は全て B-line かつ姉妹で，A-line はふくしま海洋科学館のオス 1 個体
のみである．A-line のメスは国内で飼育されておらず，A-line を国内で系統維持することはでき
ないため，JAZA は A-line のメス個体を導入できないか模索中である．しかし，JAZA は国内の
ユーラシアカワウソを途絶えさせないため A-line と B-line を交配させて繁殖をおこなっており，
2014 年 6 月時点累計で 10 頭の子どもを得ている． 
一方で，1980 年代から JAZA 所属園館で飼育されてきたユーラシアカワウソはほとんどが
中国に由来し，JAZA 内で中国亜種 L. l. chinensis に分類されている．しかし，2015 年 4 月時点で
その多くの個体が死亡し，生存している個体は 8 個体のみで，母系統から見ると国内血統登録番




国内で飼育されている A-line はオス 1 個体のみ，B-line は全てメス個体のため JAZA は A-
line を B-line と掛け合わせる繁殖と中国亜種内の繁殖を試みており，国内における飼育頭数の増
加を図りユーラシアカワウソの存続に尽力している．保全遺伝学的観点から亜種を考慮した繁殖
が望まれるが，A-line と B-line および中国亜種の遺伝的な差異を EAZA や JAZA は調べておら
ず，各個体の遺伝的背景を考慮した繁殖計画の具体策は提案されていない．以上のような問題を
踏まえ Iwata et al.（2014）は，ふくしま海洋科学館で飼育されている A-line，B-line の各個体か
ら Suzuki et al.（1996）で決定された mtDNA の Cytochrome b（cytb）遺伝子部分配列 307 bp と同
じ領域の配列を決定し比較した．塩基配列比較の結果 A-line と B-line 間にわずかであるが差異を
認め，さらに系統解析において A-line と B-line が別のクレイドを形成したことから A-line と B-
line は遺伝的に分化している可能性を示唆した．しかし，B-line の解析個体は 1 個体であり B-





そこで，本研究では mtDNA の cytb 遺伝子全長配列（1,140 bp）を A-line，B-line の各 1 個体
と中国亜種の 2 個体から決定し，Suzuki et al.（1996）で決定されたユーラシアカワウソ配列およ
び GenBank に登録されている韓国のユーラシアカワウソ配列と比較し系統樹を再構築した．こ





1. DNA 標本 
本研究では JAZA 所属園館で飼育されている A-line，B-line 各 1 個体と中国亜種の死亡個体
2 個体の計 4 個体を解析に用いた．本研究で用いた試料名，出生場所，提供園館，由来組織およ
び EEP における血統登録扱い（EEP line）を表 2-1 に示した．A-line 個体 L. lutra #59 は Iwata et 
al.（2014）において cytb 遺伝子部分配列 307 bp が決定された A-line 個体と同一個体であり，B-
line 個体 L. lutra #60 は Iwata et al.（2014）で配列決定された B-line 個体の母親にあたる．中国亜
種の L. lutra #12 は高知県立のいち動物公園（NZP）から提供していただいた中国・山東省の動物
園に由来する個体であり，同じく中国亜種の L. lutra #24 は横浜市立よこはま動物園から提供し
ていただいた中国・天津の動物園に由来する個体である．DNA 抽出は，L. lutra #12，L. lutra #59
は冷凍筋組織を 5 mm 角程度，L. lutra #24 は白血球 10 mg 程度を用いて，フェノール・クロロホ
ルム法（Sambrook et al., 1989）によりトータルゲノム DNA を抽出した．抽出した DNA を 50 l
の TE 緩衝液（10 mM Tris-HCl，1 mM EDTA）に溶解し，4°C で冷蔵保存した．L. lutra #59 の解
析は Iwata et al.（2014）で血液試料から抽出されたトータルゲノム DNA を用いた． 
 
2. cytb遺伝子領域の増幅と塩基配列決定 
mtDNA の cytb 領域の増幅には既知のユーラシアカワウソ配列（Accession No. FJ236015）か
ら設計したプライマー，IL38-11-23（5’-CCT CAA CCT CAA TAT CAT CAG CC-3’）と IH1-12-20
（5’-GCA CCG CCA AGT CCT TTG AG-3’）の 2 種を用いた．PCR 反応液の組成は 0.5 ユニットの
Ex Taq ポリメラーゼ（TaKaRa Inc.），1×Ex Taq Buffer，0.2 mM dNTP，1 M 各プライマー，およ
び 50 ng のゲノム DNA を加え，計 25 L になるよう適宜滅菌超純水を加え調節した．PCR 反応
の温度条件は 94 °C で 20 秒，60 °C で 30 秒，72 °C で 2 分 30 秒を 1 サイクルとして 30 サイクル
行った．PCR 反応後，増幅断片を 1 %アガロース S（Nippon gene）ゲルで電気泳動し，ゲルはエ




18（5’-TCT TCA TCT GGC TGT TCC-3’），IH40-11-20（5’-ATT AGG GCT AGG AGT AGG GC-3’）
および IH42-11-20（5’-GTG CGC GGA ATA CAT ACT GG-3’）の計 4 種を用い，ABI Applied 
Biosystems 3500 Genetic analyzer でダイデオキシ法により配列決定を行った．得られたシーケンス




本研究で決定した配列に，GenBank に登録されている韓国個体配列（Accession No. 
FJ236015）の cytb 遺伝子全長配列と，Suzuki et al.（1996）で決定された L. lutra（China），L. 





いて解析された個体を推定した．その結果，L. lutra（Latvia）が#85 または#86，L. lutra（China）
は#7，#8，#9，#16 のいずれか，L. lutra（Europe）が#17，#18，#31，#32，#94，#95 のいずれか
と推定された（表 2-2）．cytb 遺伝子配列のアライメントは MEGA6.06（Tamura et al., 2013）に実
装されている Clustal W でおこない，その後目視で注意深く確認した．最尤（ML）法による系統
解析では，配列から開始/終止コドンを除外しデータセットの最終的な配列長は 1,134bp となっ
た．系統解析は RAxML プログラム v8.1.1（Stamatakis, 2006；Stamatakis et al., 2008）を用い，塩
基置換モデル GTR+Γ+I（Hasegawa et al., 1985；Rodriguez et al., 1990；Yang 1996），ノードの信頼







4 個体のユーラシアカワウソ（表 2-1）から mtDNA の cytb 全長配列（1,140 bp）を決定し
た．これら 4 配列の途中に終止コドンは含まれなかったため，配列決定は成功したと考えられ
る．L. lutra #59（A-line）と L. lutra #60（B-line）の決定配列はそれぞれ Iwata et al.（2014）が決
定した A-line と B-line の cytb 遺伝子部分配列（307 bp）と一致した．本研究で決定した配列と，
Suzuki et al.（1996）が決定した 3 配列および GenBank に登録されている韓国個体配列の合計 8
配列をアライメントした結果，1,140 bp の配列から 18 の塩基サイトで変異を検出した（図 2-
1）．本研究で決定した A-line 個体 L. lutra #59 の配列は Suzuki et al.（1996）が決定したラトビア
産個体 L. lutra（Latvia）の配列と一致した．さらに，cytb 遺伝子全長配列において A-line 個体 L. 
lutra #59 の配列を他の配列（L. lutra #12，L. lutra #24， L. lutra #60 および FJ236015）と比較する
と 4 つの塩基サイトで特徴的な変異を示した（図 2-1，黒色ハイライトで表示）．Suzuki et al.
（1996）と Iwata et al.（2014）の解析で用いられた cytb 遺伝子部分配列 307 bp の領域では B-line
個体 L. lutra #60 と Suzuki et al.（1996）により決定された L. lutra（Europe）および中国産個体 L. 
lutra（China）の 3 配列に違いは認められなかった（図 2-1，太線で表示した領域）．しかしなが
ら，cytb 遺伝子全長配列の比較から欧州亜種と東南アジア亜種が交雑した可能性のある B-line 個
体 L. lutra #60 から 2 つの特徴的な変異サイトが見出された（図 2-1，灰色ハイライトで表示）．
この変異サイトは A-line と中国亜種から検出されなかったため東南アジア亜種の特徴の可能性が
ある．以上の結果から，本研究で cytb 遺伝子全長配列を決定し比較したことにより A-line と B-
line のそれぞれに特徴的と考えられる変異サイトを見出すことができた．その一方で，同じ中国
亜種に属する L. lutra #12 と L. lutra #24 間では変異の程度が大きく，特に L. lutra #24 は cytb 遺伝
子全長配列を決定した 4 個体の中で独特の変異サイトを数多く示し，これにより中国亜種を A-





本研究で決定した配列と Suzuki et al.（1996）が決定した 3 配列および韓国個体配列
（FJ236015）の合計 8 配列を用いて系統解析をおこなった．系統解析によって得られた無根系統
樹を図 2-2 に示す．推定された系統樹においてクレイドは 3 つに分けられ，Iwata et al.（2014）
の結果と同様に A-line と B-line は異なるクレイドを形成した（図 2-2）．B-line 個体 L. lutra #60 は
中国産個体 L. lutra（China），中国亜種個体 L. lutra #12 および L. lutra（Europe）とともに 100%
のブートストラップ確率（BP）値でクレイド 1 を形成した．A-line 個体 L. lutra #59 はラトビア
産個体 L. lutra（Latvia）と BP 値 100%でクレイド 3 を形成した（図 2-2）．一方で，韓国個体




1. A-line について 
系統解析において欧州亜種の A-line は Suzuki et al.（1996）で決定された L. lutra（Latvia）
とクレイド 3 を形成した（図 2-2）．本研究は Suzuki et al.（1996）が決定した配列を用いて系統
解析をおこなうことで Iwata et al.（2014）では示されなかった欧州亜種が独自の系統である可能
性を示唆することができた．Koepfli et al.（2008）は，ユーラシアカワウソをイギリスからロシ
ア，イスラエルまでの欧州から 35 個体，韓国から 6 個体，合計 41 個体の cytb 遺伝子全長配列
（1,140 bp）と NADH dehydrogenase subunit 5（ND5）遺伝子部分配列（692 bp）を決定し，系統
解析を行っている．その結果，欧州産と韓国のユーラシアカワウソはそれぞれ独自のクレイドを
形成し，姉妹群関係となっている．本研究の結果も Koepfli et al.（2008）と同様に欧州亜種は韓
国のユーラシアカワウソが含まれるクレイド 2 と異なるクレイド 3 を形成した． 
 
2. B-line とアジアのユーラシアカワウソについて 
Suzuki et al.（1996）と Iwata et al.（2014）が解析した cytb 遺伝子部分配列 307 bp の領域で
は，B-line 個体 L. lutra #60，L. lutra（Europe）および L. lutra（China）の 3 配列に差異は見出さ
れなかった（図 2-1，太線で表示した領域）．Suzuki et al.（1996）で解析された個体はそれぞれ，
L. lutra（Latvia）が#85 または#86，L. lutra（China）は#7，#8，#9，#16 のいずれか，L. lutra
（Europe）が#17，#18，#31，#32，#94，#95 のいずれかと推定された（表 2-2）．本研究で EAZA
からの情報とユーラシアカワウソ国内血統登録を精査し，L. lutra（Europe）の試料とされた可能
性のある個体は全て特定の 1 個体（B-line）の mtDNA 遺伝子型を有していると分かった（図 2-3 
アスタリスク，表 2-2）．よって，L. lutra（Europe）は B-line であると考えられる．一方で，L. 
lutra（China）は配列が決定された 307 bp の領域内で B-line [L. lutra #60 および L. lutra





る．本研究で決定した cytb 遺伝子全長配列を比較することで，B-line 個体 L. lutra #60 から特徴的
な変異サイトを 2 つ見出すことができた（図 2-1，灰色ハイライトで表示）．この 2 つの変異サイ
トは B-line を A-line，中国亜種および韓国のユーラシアカワウソと識別できる可能性がある．こ
の変異サイトは Iwata et al.（2014）で決定された 307 bp の領域外から示された．系統解析におい
て B-line [L. lutra #60 および L. lutra（Europe）] は L. lutra（China）および中国亜種個体 L. lutra 
#12 とクレイド 1 を形成し，A-line（L. lutra #59）は L. lutra（Latvia）とクレイド 3 を形成した
（図 2-2）．Iwata et al.（2014）は cytb 遺伝子部分配列 307 bp に基づき，B-line と A-line 間に遺伝
的分化がある可能性を示唆した．本研究は cytb 遺伝子全長配列を解析することで情報量を増や
し，さらにユーラシアカワウソの亜種分類を考慮した系統解析を行うことにより，B-line 個体 L. 
lutra #60 の mtDNA は欧州亜種である A-line 個体 L. lutra #59 と系統的に異なる可能性を強く示唆
した．アジア地域には東南アジア亜種と中国亜種が生息している．図 2-3 に示すように，L. lutra 
#60 および L. lutra（Europe）の繁殖にこれまで中国亜種のメス個体は関わっていないため，本研
究で決定された B-line 個体 L. lutra #60 の mtDNA は東南アジア亜種に由来すると考えられる．こ
れまで東南アジア亜種 L. l. barang の mtDNA 配列として報告されたものは無いが，本研究では
cytb 遺伝子全長配列を解析することで東南アジア亜種に特徴的な可能性のある変異サイトを 2 つ
見出すことに成功した（図 2-1，灰色ハイライトで表示）． 
一方で，本研究の系統解析により中国亜種が単一のクレイドを形成しなかったことから中国
亜種の遺伝的多様性には精査の余地が残されている．本研究では 2 個体の中国亜種から cytb 遺伝
子全長配列を決定し解析に用いた．L. lutra #12 は山東省の動物園から日本に導入された中国亜種
であり，L. lutra #24 の母親は中国・天津の動物園に由来する．系統解析の結果，L. lutra #12 は
B-line（L. lutra #60）とクレイド 1 を形成し（図 2-2，100%BP），L. lutra #24 は韓国個体















本研究は Iwata et al.（2014）より多くの配列情報を得て行った解析であり，その結果先行研
究で示唆された A-line と B-line 間の遺伝的差異をさらに強く示した．この遺伝的な違いは B-line
（L. lutra #60）の受け継いだ mtDNA が欧州亜種由来ではなく，東南アジア亜種由来の遺伝子型
であることを示しているのかもしれない．A-line と B-line を掛け合わせる繁殖が日本で行われる
まで JAZA 所属園館で飼育されていたユーラシアカワウソは非常に少なかったが，2012 年から 3






年 5 月現在，国内で飼育されている中国亜種の母系統は，四川省産の野生個体#7 の母系統のみ
でこれに該当する個体は#51，#53，#54，#55，#56，#58，#100 である（図 2-3）．この母系統
は，四川省の野生個体に由来する mtDNA である L. lutra（China）がクレイド 1 を形成すること
から，クレイド 1 に属すると考えられる．本研究で中国亜種に 2 つの系統があることが示唆され











図 2-1. Cytochrome b 遺伝子全長配列（1,140 bp）から検出されたユーラシアカワウソの変異サ
イト. L. lutra #59 の配列を基準とし, それと同じである場合ピリオド（.）で示し, 異なる場合だ
けその塩基組成を示す. 配列情報が無い場合は, ハイフン（-）で示す. 塩基サイト番号は L. lutra 
#59 に基づいた. 黒色でハイライト表示されている塩基サイトは欧州亜種に特徴的な変異サイト
を示す. 灰色でハイライト表示されている塩基サイトは B-line に特徴的な変異サイトを示す. 太
線で表示した領域は Suzuki et al.（1996）と Iwata et al.（2014）で用いられた 307 bp の領域に
おいて B-line と中国亜種の 1 配列間で一致した配列を示す. 
III III III III III III III III III III III III III III III I III I
     1
 1 1 2 2 2 3 3 4 5 5 5 8 8 9 9 9 0
6 0 1 0 3 8 0 4 3 0 6 9 9 9 0 1 9 6
3 8 7 7 1 2 6 5 2 1 1 4 1 2 6 0 6 6
L. lutra  #59 This study A A T C G G G T C A C A C A T A C A
L. lutra (Latvia) Suzuki et al. (1996) - . . . . . . . - - - - - - - - - -
L. lutra  #60 This study G G C T . . A . . . . G . C . G T .
L. lutra (Europe) Suzuki et al. (1996) - G C T . . A . - - - - - - - - - -
L. lutra #12 This study . . C T . . A . . . . G . . . G T G
L. lutra #24 This study . . C T A A A C T G T . T . C . T .
L. lutra  (China) Suzuki et al. (1996) - G C T . . A . - - - - - - - - - -










図 2-2. ユーラシアカワウソの Cytochrome b 配列（1,134 bp）に基づいた無根系統樹. ノード









示された個体は Suzuki et al.（1996）の L. lutra（Europe）として解析された可能性のある個体




試料名 出生場所 提供園館 由来組織 EEP line
L. lutra  #12 日本, アドベンチャーワールド 日本，高地県立のいち動物公園 冷凍筋組織 無し
L. lutra  #24 日本, アドベンチャーワールド 日本，横浜市立よこはま動物園 白血球 無し
L. lutra  #59 ドイツ, ヘラブルン動物園 日本，ふくしま海洋科学館 血液 A-line


























L. lutra  (Europe)
日本, 高知県立のいち動物
公園
体毛 #17, #18, #31, #32, #94, #95
スイス, ベルン動物園から導入された個体（#17と#18）と#18















ウソ L. sumatrana，ビロードカワウソ Lutrogale perspicillata およびコツメカワウソ Aonyx 
cinerea の計 4 種が生息しているが，ニホンカワウソは Lutra に属することが先行研究で示唆され
ている．ニホンカワウソを初めて分類したのは Gray（1867）で，北海道函館で捕獲されたニホ
ンカワウソ 2 個体の頭骨に基づいて本種をユーラシアカワウソの 1 亜種 L. l. whiteleyi と分類し
た．現在，IUCN Red List（2015）でこの亜種名は示されておらず，欧州と北アフリカに生息する
L. l. lutra，インドとスリランカに生息する L. l. nair，インド，ネパール，ブータンおよびミャン
マーに生息する L. l. monticola，インド北部に生息する L. l. kutab，ネパールとインド北部に生息
する L. l. aurobrunnea，タイ，マレーシアおよびインドネシアに生息する L. l. barang，そして中
国南部と台湾に生息する L. l. chinensis の計 7 亜種が示されている．Gray（1867）による分類が行
われた後，Imaizumi and Yoshiyuki（1989）はニホンカワウソ 15 個体の頭骨（本州産 7 個体，四
国産 6 個体および北海道産 2 個体）とユーラシアカワウソの頭骨の形態形質に基づき本種の分類
を再検討し，本州と四国のニホンカワウソを日本固有種 L. nippon，北海道のニホンカワウソをユ
ーラシアカワウソの亜種 L. l. whiteleyi と分類した．更に Endo et al.（2000）は新規解析個体 5 個
体を含む四国産ニホンカワウソ 7 個体，中国のユーラシアカワウソ 5 個体および台湾の中国亜種
L. l. chinensis1 個体の頭骨を形態形質に基づき比較し，ニホンカワウソはユーラシアカワウソと
形態学的に明確に異なることから Imaizumi and Yoshiyuki（1989）の結果を支持した．しかしなが




分子系統学的研究では，Suzuki et al.（1996）により愛媛県産ニホンカワウソ 1 個体（図
3-1B）から mtDNA の cytb 遺伝子部分配列（224 bp）が決定され，ユーラシアカワウソ 4 個体
（ラトビア産の欧州亜種 L. l. lutra 1 個体，中国・四川省産の中国亜種 L. l. chinensis 1 個体お
よび亜種不明 2 個体）とコツメカワウソ 1 個体の配列とともに系統解析が行われた．彼らの解析
結果は，愛媛県産ニホンカワウソはユーラシアカワウソ 4 個体の形成する単系統群と姉妹群関係
で，独立した系統である可能性を示した．この結果から，彼らは Imaizumi and Yoshiyuki
（1989）によって示された四国のニホンカワウソを日本固有種とする分類を支持した．しかし
ながら彼らの研究は，PCR 産物をサブクローニングすることで 1 個体のニホンカワウソ標本か
ら 2 種類の cytb 遺伝子配列（c4 と c5）と 1 種類の cytb 遺伝子に似た配列（ph7）の計 3 配列
を得ているが，候補の 3 配列から cytb 遺伝子の相同配列を特定できていないため，ニホンカワ
ウソと近縁種の系統類縁関係を正確に推定するには確かな相同配列を系統解析に用いる必要があ
る．また，分子系統解析では mtDNA 全長（mtgenome）配列（約 16,400 bp）などに基づき形質情
報を増やすことで真の分子系統樹へ迫ることが有効だが（Ingman, 2000），Suzuki et al.（1996）で
決定されたニホンカワウソの mtDNA 配列は 224 bp と短いため，より多くの遺伝的変異情報に基
づいた分子系統解析が望まれる．Koepfli et al.（2008）は cytb 遺伝子全長配列（1,140 bp）と ND5
遺伝子部分配列（692 bp）に基づきカワウソ亜科 11 種の系統類縁関係を検討した．この研究で
は欧州と韓国から収集した合計 41 個体のユーラシアカワウソからも配列を決定し系統解析を行
っているが，それにはニホンカワウソは含まれていない．上記のようなニホンカワウソを日本固
有種とする主張は Mammal Species of the World（Wozencraft, 2005）で採用されている一方で，
IUCN Red List（2015）は L. nippon をユーラシアカワウソ L. lutra の異名として扱い，日本の環境
省も第四次レッドリスト（環境省，2012）でユーラシアカワウソの亜種 L. l. nippon として扱って
おり，本種の分類は現在も論争の最中である． 
絶滅した動物の系統類縁関係にまつわる研究は NGS の登場により劇的に進歩した．絶滅
動物の分子系統学的研究では，博物館標本から抽出した DNA を NGS で解析し，得られたリー





本研究では絶滅したニホンカワウソ 2 個体の博物館標本から NGS を用いて mtgenome 配列
を決定し，カワウソ亜科 11 種の配列と比較することで遺伝的な特徴を見出した．そして，ニホ







本研究で mtgenome 配列を決定し解析に用いた 5 個体のユーラシアカワウソの試料名，血
統登録番号もしくは標本番号，採取地もしくは由来，性別，採取年，提供機関，塩基配列決定方
法および Accession No.を表 3-1 に示した．ユーラシアカワウソ 1（EO1；由来不明のオス個体）
およびユーラシアカワウソ 4（EO4；中国から輸入された母親をもつメス個体）を NZP から，ユ
ーラシアカワウソ 2（EO2；中国から輸入された母親をもつオス個体）を横浜市立よこはま動物
園から，中国亜種 L. l. chinensis のユーラシアカワウソ 3（EO3；中国・四川省の野生個体を母親
にもつオス個体）を富山市ファミリーパークから，そしてユーラシアカワウソ 5（EO5；1960–
1977 年の間にサハリンで収集された性別不明の死亡個体）を国立科学博物館から提供していた
だいた．このうち EO1，EO2，EO4 および EO5 の亜種分類は不明である．EO1–EO4 の冷凍筋組
織は 5mm 角程度，EO5 の乾燥組織は 20mg 程度からフェノール・クロロホルム法（Sambrook et 
al., 1989）によりトータルゲノム DNA を抽出した．抽出した DNA を 20–50 L の TE 緩衝液（10 
mM Tris-HCl，1 mM EDTA）に溶解し，4°C で冷蔵保存した． 
EO1–EO3 および EO5 の計 4 個体からシーケンスの鋳型となる mtgenome を得るため，本研
究では Multiplex PCR（MPCR）法（Krause et al., 2006）を採用した．MPCR 法で増幅断片を得る
ために，mtgenome を隣り合う断片と部分的にオーバーラップする 408–545 bp（プライマー含
む）の 46 断片に分け，mtgenome 全体をカバーするよう設計した（図 3-2A）．46 断片を増幅する
ために既知の韓国産ユーラシアカワウソの mtgenome 配列（Accession No. FJ236015）からアウタ
ープライマー（MPCR 用）とインナープライマー（Simplex PCR 用）を各断片に設計し，その合
計は 167 種となった（表 3-2）．MPCR はアウタープライマーを奇数番断片に対応する第 1 セット
46 種（23 組）と偶数番断片に対応する第 2 セット 46 種（23 組）に分けて使用した（図 3-3A，
表 3-2）．2 つの MPCR 反応液の組成は 1 ユニットの Ex Taq ポリメラーゼ（TaKaRa Inc.），1× Ex 
Taq buffer，0.2 mM dNTP，1M 各プライマーセット[46 種（23 組）]および 1–50 ng のゲノム
DNA を入れ，計 50 L になるよう適宜滅菌超純水を加え調節した．MPCR 反応の温度条件は
28 
 
94°C で 20 秒，50°C で 30 秒，72°C で 1 分を 1 サイクルとして 27 サイクル行った．mtgenome の
ダイレクトシーケンスに用いる鋳型を得るため，MPCR 産物を鋳型として Simplex PCR を行った
（図 3-3B）．Simplex PCR では MPCR で用いたアウタープライマーより内側に設計されたインナ
ープライマー（表 3-2）を使い，その反応液の組成は 0.5 ユニットの Ex Taq ポリメラーゼ，1× 
Ex Taq buffer，0.2 mM dNTP，2 種（1 組）の 1 M 各プライマーおよび MPCR 産物を 1 L 入
れ，計 25 L になるよう適宜滅菌超純水を加えて調節した．Simplex PCR 反応は MPCR と同じ温
度条件で 27 サイクルを 33 サイクルに変更し行った．MPCR および Simplex PCR の産物は反応
後，増幅断片を 1.5%のアガロース S（Nippon Gene）ゲルで電気泳動した後，ゲルはエチジウム
ブロマイド溶液で染色され UV トランスイルミネーターを使用して目的の約 400–500 bp が増幅さ
れていることを確認した（図 3-3C）．mtgenome のシーケンシングは Simplex PCR で用いたインナ
ープライマーを使い，ABI BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit（Thermo Fisher Scientific）
と ABI Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer（Thermo Fisher Scientific）を用いるか Macrogen 
Japan へ外注しダイデオキシ法により配列決定を行った．シーケンシング PCR 反応液の組成は
0.5 L の BigDye ver. 3.1 terminator premix，1× sequencing buffer，1 M のプライマーおよび 1 L 
の Simplex PCR 産物を入れ計 5 L になるよう適宜滅菌超純水を加え調節した．反応の温度条件
は 96°C で 15 秒，50°C で 15 秒，60°C で 2 分を 1 サイクルとして 25 サイクル行った． 
本研究では EO4 から mtgenome 配列を得るために Long PCR 法（Chang et al., 1994）を採用
しシーケンスの鋳型を得た．図 3-1 に示すように mtgenome を L1 と L2 の 2 断片に分けて増幅し
た（図 3-4B）．L1 断片と L2 断片は互いの断片が部分的にオーバーラップする約 12,000–13,000 
bp の増副産物となる．本研究では LI と L2 断片から mtgenome をカバーする 7 断片を増幅し，
シーケンスの鋳型として用いた．Nested PCR では L1 断片を鋳型に異なる 4 断片（L1-N1，L1-
N2，L1-N3 および L1-N4）を，L2 断片を鋳型に異なる 3 断片（L2-N1，L2-N2 および L2-N3）を
増幅した（図 3-4C，表 3-3）．これら 7 断片は隣り合う断片と部分的にオーバーラップする約
3,100–4,300 bp の増副産物となる．Long PCR に用いる 4 種のプライマーおよび Nested PCR に用
いる 14 種のプライマーはイタチ科 Mustelidae（Mammalia, Carnivora）の mtgenome において保存
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性が高い領域に設計した（図 3-4B，C，表 3-3）．Long PCR 反応液の組成は 1 ユニットの KOD 
FX Neo（TOYOBO），1× PCR Buffer for KOD FX Neo，0.4 mM dNTP，0.3 M の各プライマー
および 100 ng のゲノム DNA を加え計 50 L になるよう適宜滅菌超純水を加えて調節した．
Long PCR 反応の温度条件は 94°C で 1 分の後，98°C で 10 秒，68°C で 15 分を 1 サイクルとして
30 サイクル行った．Long PCR によって増幅した産物から残存プライマーを除去するため，
ExoSAP-IT（Affymetrix/USB, USA）による処理を Nested PCR の前に行った．Nested PCR 反応
液の組成は 0.5 ユニットの Ex Taq ポリメラーゼ，1× Ex Taq buffer，0.4 mM dNTP，1 M の各プ
ライマーおよび 1 L の Long PCR 産物を加え，計 25 L になるよう適宜滅菌超純水を加えて調節
した．Nested PCR 反応の温度条件は 94°C で 45 秒，50°C で 45 秒，72°C で 3.5 分を 1 サイクルと
して 30 サイクル行った．Long PCR 産物および Nested PCR 産物は反応後，1.0%のアガロース S
ゲルで電気泳動し，ゲルはエチジウムブロマイド溶液で染色され UV トランスイルミネーターを
使用して目的の増幅断片（Long PCR 産物では約 12,000–13,000 bp，Nested PCR 産物では約 3,100–
4,300 bp）を確認した．ダイレクトシーケンシングでは Nested PCR 産物を鋳型として Simplex 
PCR 用プライマー（表 3-2，アスタリスク）を使用し行った．シーケンシング PCR 反応液の組成
と温度条件は Simplex PCR 産物の場合と同様である． 






ソの DNA を扱う実験室と，ユーラシアカワウソの DNA を扱う実験室は完全に分けた．さらに，





に夜通し紫外線照射をして残存する DNA を破壊し，DNA 抽出に用いる実験器具は 5%の漂白剤
もしくは DNA Away（Molecular BioProducts）を使って残存する DNA を除去してから使用した．
加えて DNA 抽出からシーケンシングライブラリー構築の過程はサーマルサイクラーや PCR 産物
が置かれている部屋から分けて行った． 
本研究で NGS を用いてリードデータを得た 3 個体のニホンカワウソとその試料名，血統
登録番号もしくは標本番号，採取地もしくは由来，性別，採取年，提供機関，塩基配列決定方法
および Accession No.を表 3-1 に示した．神奈川県三浦市三崎町城ヶ島で 1915–1916 年の間に捕獲
されたニホンカワウソ 1（JO1）を横須賀市自然・人文博物館から，高知県幡多郡大月町赤泊で
1977 年に捕獲されたニホンカワウソ 2（JO2）を NZP から，福島県須賀川で 1935 年に捕獲され
たニホンカワウソ 3（JO3）を静岡県森林・林業研究センターから提供していただいた（図 3-1，
表 3-1）．本研究では乾燥した筋組織を JO1 と JO3 から，肉球の内側の組織を JO2 から採取し，
DNeasy Blood & Tissue kits（Qiagen）を用いて DNA を抽出した．DNA 抽出の手順は試料の溶解
と DNA の溶出以外は取扱説明書に従った．試料の溶解は，試料を 56°C で 6 時間インキュベー
トしたのち 20 L のプロテナーゼ K 溶液を追加し，その後さらに 56°C で 6 時間インキュベート
して試料を完全に溶解させた．また，DNA がストックされているスピンカラムへ 100 L の AE
バッファーを加え DNA を溶出する作業を 2 度おこなうことで 200 L の DNA 溶液を得た． 
NGS で解析を行う前に，ユーラシアカワウソの mtgenome 配列決定に用いた MPCR 法で
ニホンカワウソの mtgenome 配列決定を試みた．しかし，MPCR ではニホンカワウソ試料の抽出
DNA から僅かな断片しか増幅できなかった．そこで本研究はニホンカワウソの mtgenome 配列
決定に MiSeq デスクトップシーケンサー（Illumina）を用いた． 
ニホンカワウソ試料の抽出 DNA からシーケンシングライブラリーを構築し MiSeq で解析
した．シーケンシングライブラリーの構築は NEBNext Ultra DNA Library Prep kit for Illumina
（New England Biolabs）を用い，PCR サイクル数を 15 サイクルへ変更した以外は取扱説明書に
従った．増幅されたシーケンシングライブラリー産物はアガロースゲルで電気泳動を行い，200–




ケンシングの鋳型として MiSeq reagent kit v3（Illumina）の 1 レーンを使い MiSeq デスクトップ
シーケンサーで解析し，各試料からリードデータを得た． 
リードデータを解析可能なファイルに変換するため，MiSeq Reporter software version 2.3.32
（Illumina）を用いてリードファイル（fastq.gz）を生成した．CLC Genomics Workbench version 
7.5.1（Qiagen）の“Remove Duplicate Reads” 機能を用いてリードファイルから重複したリードを
除去した後，トリム機能を用いて各リードからプライマーやアダプターを取り除いた．トリムの
パラメーターは ambiguous limit = 3，quality limit = 0.01，remove 5’ nucleotide = 1 bp，remove 3’ 
nucleotide = 1 bp と設定し，トリム後 30–200 bp のリードを収集した． 
重複リードおよびアダプターとプライマーの除去後，リードから mtgenome 配列を決定す
るため，de novo assembly 機能を用いてリードのアッセンブルを行った．アッセンブルのパラメ
ーターは mismatch cost = 2，insertion cost = 3，deletion cost = 3，length fraction = 0.98，similarity 
fraction = 0.98 と設定した．アッセンブル後 1,000 bp 以上のコンティグから BLAST を使って
mtgenome 配列（約 16,400 bp）を探索した．加えて，CLC Genomics Workbench の Reference to 
Mapping 機能を用いてリードデータを L. lutra の mtgenome 配列を参照配列にマッピングし
mtgenome の合意配列を得た．マッピングにおける参照配列は調節領域（CR）を 5’末端に移動し
たユーラシアカワウソの mtgenome 配列（Accession No. LC049952）を用いた．マッピングのパラ




3. ミトコンドリア DNA 全長配列のアノテーション 
ニホンカワウソおよびユーラシアカワウソの mtgenome の遺伝子コード領域を特定するた
めアノテーションを行った．トランスファーRNA（tRNA）とリボソーマル RNA（rRNA）は
MITOS web server（Bernt et al., 2013）を使いそのコード領域と 2 次構造を推定した．そして，タ
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ンパクコード領域，CR，L-origin および非コード領域は既知のカワウソ mtgenome 配列






アに生息する 4 種の ND5 遺伝子部分配列（692 bp）と cytb 遺伝子全長配列（1,140 bp）から，そ
の 4 種を識別する特徴的な塩基配列を見出している．そこで，本研究で決定したニホンカワウソ
とユーラシアカワウソの配列を表 3-4 に示したカワウソ亜科 11 種の mtDNA2 領域の配列と比較
し，アジアに生息するカワウソ 4 種とニホンカワウソが共有する特徴的な塩基配列を確認した
（表 3-4）．更に cytb 遺伝子全長配列のデータから MEGA 6.06（Tamura et al., 2013）で Kimura’s 2-
parameter（K2P）モデル（Kimura et al., 1980）を使い遺伝的距離を算出した． 
Suzuki et al.（1996）が愛媛県産ニホンカワウソ 1 個体から決定した配列から cytb 遺伝
子の相同配列を推定した．Suzuki et al.（1996）は愛媛県産ニホンカワウソ 1 個体から決定した
2 種の cytb 遺伝子配列（c4 および c5）と 1 種の cytb に似た配列（ps7）として報告している．
そこで，これら 3 配列を表 3-1 および表 3-4 に示す配列と MEGA6.06 に実装されている
ClustalW を用いてアライメントし比較することで cytb 遺伝子の相同配列を推定した． 
 
5. 分子系統解析  
本研究では以下に示す 2 つのデータセットから分子系統樹を再構築しニホンカワウソの系
統類縁関係を推定した．カワウソ亜科におけるニホンカワウソの系統学的位置づけを解明するた
め，1 つめのデータセットは表 3-4 に示したカワウソ亜科 11 種の ND5 遺伝子部分配列（692 bp）
と cytb 遺伝子全長配列（1,140 bp）および本研究で決定した配列で構成した．また，このデータセ




ータセットの配列長は最終的に 1,826 bp となった．ND5+cytb データセットによる系統解析の外群
はオオカワウソ Pteronura brasiliensis を用いた．もう一方のデータセットは Lutra 属におけるニホ
ンカワウソの系統学的位置づけを詳細に検討するため，表 3-4 に示した mtgenome 配列と本研究で
決定したニホンカワウソおよびユーラシアカワウソの mtgenome 配列で構成した．mtgenome デー
タセットから非コード領域，開始/終止コドン，CR，L-origin，オーバーラップ領域[ATP6 と ATP8
間，ND4 と ND4L 間，ND5 と ND6 間，tRNA-Ile（AUY）と tRNA-Gln 間，tRNA-Leu（CUN）と
ND5 間および tRNA-Thr と tRNA-Pro 間]，そして ND6 遺伝子を除外した．ND6 遺伝子は L 鎖にコ
ードされている唯一のタンパクコード遺伝子で，その他の H 鎖にコードされている 12 のタンパ
クコード遺伝子と異なる進化の性質を持っている（Waddell et al., 1999）．上記の領域を除去した後，
mtgenome データセットの配列長は最終的に 14,740 bp となった．Mtgenome データセットによる系
統解析の外群はラッコ Enhydra lutris を用いた． 
ND5+cytb データセットと mtgenome データセットから近隣結合（NJ）系統樹と ML 系統樹
を推定した．各データセットを MAFFT ver.7.21（Katoh and Standley, 2013）で G-INS-i オプション
を用いてアライメントしたのち，注意深く目視で確認した．NJ 解析は MEGA 6.06（Tamura et al., 
2013）で塩基置換モデル K2P+Γ モデルを用いて行い，ノードの信頼度をブートストラップ 1,000
回試行で推定した．ML 解析は RAxML v8.1.1（Stamatakis, 2006；Stamatakis et al., 2008）で塩基置
換モデル GTR+Γ+I モデル（Hasegawa et al., 1985；Rodriguez et al., 1990；Yang, 1996）を用いて行
い，ノードの信頼度をブートストラップ 1,000 回試行で推定した．ML 解析では遺伝子ごとの進
化速度の違いを考慮し，ND5+cytb データセットではコドンの 1 番目，2 番目および 3 番目に合計
3 パーティションを，mtgenome データセットでは tRNA，rRNA，コドンの 1 番目，2 番目および
3 番目に合計 5 パーティションを設定した．全てのギャップはミッシングデータとして扱い合意
系統樹を構築した． 
 
6. コアレセント解析  
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本研究の系統解析のデータセットはユーラシアカワウソ欧州亜種 L. l. lutra を含んでおら
ず，ニホンカワウソと欧州亜種の系統類縁関係を解明することはできないが，mtDNA の CR 部
分配列に基づき最も近縁な共通祖先（time of the most recent common ancestor：tMRCA）を算出
し，ニホンカワウソと L. l. lutra 集団および東アジア L. lutra 集団間の遺伝的分化の程度を推定し
た．本解析は Stanton et al.（2009），Finnegan et al.（2010），Honnen et al.（2010）により 500 個体
以上の L. l. lutra から決定された CR 部分配列と本研究で決定した東アジア L. lutra 配列の CR 遺
伝子部分配列に基づきデータセットを作成した．最終的なデータセットは欧州集団 557 個体，東
アジア集団 7 個体，日本集団 2 個体の合計 566 個体で構成された．このデータセットに基づき
BEAST ver. 1.7.4（Drummond and Rambaut, 2007）によりコアレセント法で tMRCA を推定した．
本解析ではユーラシア L. lutra 集団（L. l. lutra + L. l. chinesis + JO1）とユーラシア + JO2 集団（L. 
l. lutra + L. l. chinensis + JO1 および JO2）の 2 集団を仮定しそれぞれの tMRCA を算出した．この
データセットの分子時計の成立を検定したところ，分子時計は棄却されなかったため，この領域
において推定された塩基置換率 1.91×10-8/site/year を厳密な分子時計を仮定した tMRCA の推定に
採用した．塩基置換モデルは HKY85+Γ モデル（Hasegawa et al., 1985；Yang, 1996）を用い，集団
サイズは常に一定と仮定して推定した．マルコフ連鎖モンテカルロ（MCMC）の総世代数は
500,000,000 とし，最初の 50,000,000 世代をバーンインとして切り捨て後，1,000 世代毎に樹形を











いた．食肉目全体の分岐年代推定は表 3-5 に示した食肉目 73 種と有鱗目 1 種の mtgenome 配列お
よびカワウソ亜科 8 種の cytb 遺伝子全長配列を GenBank から得て，H 鎖にコードされている全
12 のタンパクコード領域からデータセットを作成した．データセットは MEGA 6.06 に実装され
ている MUSCLE プログラム（Edgar, 2004）でアライメントしたのち，目視で注意深く確認し
た．このデータセットから開始/終止コドンおよびオーバーラップ領域（ATP6 と ATP8 間，ND4
と ND4L 間および ND5 と ND6 間）を除去し，アライメントは最終的に 10,704 bp となった．こ
のデータセットにおいてカワウソ亜科 8 種は cytb 遺伝子のみのため，残り 11 遺伝子はミッシン
グデータとして扱った．系統解析は RAxML 7.2.8 でコドンの 1 番目，2 番目および 3 番目それぞ
れの進化速度の違いを考慮し合計 3 パーティションを設定し，GTR+Γ+I モデルを用いて行っ
た．ノードの信頼度をラピッドブートストラップ（Stamatakis et al., 2008）1,000 回試行により推
定し合意系統樹を得た． 
食肉目全体の分岐年代は PAML 4.7 プログラムパッケージ（Yang, 2007）の MCMCTREE プ
ログラムを使い，上記データセットから推定された系統樹に基づき推定した．このデータセット
は 12 のタンパクコード遺伝子で構成されるが，カワウソ亜科の 8 種は cytb 遺伝子のみのため
cytb 遺伝子と他の 11 遺伝子を異なるデータセットとして扱った．Sasaki et al.（2005）は
GTR+Γ+I モデルなどの塩基置換モデルと比べコドン置換モデル（Yang et al., 1998）が優れた性能
を有していること明らかにしており，本解析ではコドン置換モデルを採用した．またベイズ因子
に関して独立速度モデル（Independent rate model；Rannala and Yang, 2007）は，分岐間で進化速度
に関連があるとするモデル（Auto correlated model；Kishino et al., 2001）より良い成績を納めるこ
とから，独立進化モデルを採用した．MCMC において根の進化速度の事前確率は（4, 0.588），σ
2は（1 0.7）と設定した．MCMC の世代数は 4,000,000 とし，最初の 200,000 世代はバーンインと
して切り捨てた後，200 世代毎に系統樹をサンプリングした．時間の目盛り合わせは Yonezawa et 
al.（2007）および Yonezawa et al.（2009）に従い化石記録を用いた．食肉目と有鱗目の分岐は最
古の有鱗目種である Pseudobasaaris に基づき分岐年代の下限を 28.5 Mega annum（Ma）と設定し
た．アザラシ科クラウンの発生は最古のアザラシ科のクラウン種である Monotherium wymani に
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基づき分岐年代の下限を 14.5 Ma と設定した．鰭脚下目クラウンの発生は最古の鰭脚下目のクラ
ウン種である Desmatophoca brachycephala に基づき分岐年代の下限を 21.5 Ma，鰭脚下目のステ
ム種である Enaliarctos tedfordi に基づき分岐年代の上限を 28.6 Ma と設定した．クマ下目クラウ
ンの発生は最古のクマ下目である Amphicyon sp.に基づき分岐年代の下限を 39.6 Ma と設定した．
そして食肉目クラウンの発生は最古の食肉目である Tapocyon に基づき分岐年代の下限を 43 Ma，
最古の食肉目のステム種であるミアキス Miacis に基づき分岐年代の上限を 63.8 Ma と設定した．
パラメーターの収束は TRACR ver. 1.5 プログラム（http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/）を用い
て全効果サンプルサイズが 200 を超えることから確認した． 
Lutra 属の分岐年代も食肉目全体の分岐年代推定と同様に mtgenome データの H 鎖にコード




Endicott and Ho（2008）はこの事例においてコドンの 3 番目が分岐年代の推定上良い性能を示す
と示唆した．これらの先行研究に従い，本解析ではタンパクコード遺伝子からコドンの 3 番目を
抜き出し Lutra 属における分岐年代の推定に用いた．本解析ではラッコ E. lutris とスマトラカワ
ウソ L. sumatrana（cytb 遺伝子のみ）を外群として用いた．この解析は 10 配列と限られた OUT
（操作上の分類単位）数であるため，MCMC プロセスにおいて尤度関数は正確に推定された．
根の進化速度の事前確率は（4, 1.42），σ2は（1 0.107）と設定した．MCMC の世代数は
5,000,000 とし，最初の 100,000 世代はバーンインとして切り捨てた後，50 世代毎に系統樹をサ
ンプリングした．mtgenome タンパクコード遺伝子に基づいた食肉目全体の分岐年代推定により
Enhydra 属と Lutra 属間の分岐年代は 9.0–12.5 Ma，L. sumatrana と L. lutra 間の分岐年代は 1.8–4.8 





MPCR 法と Long PCR 法を用いてユーラシアカワウソ 5 個体からほぼ完全な mtgenome 配
列を決定した（表 3-6）．これら mtgenome 配列の CR は Ketmaier and Bernardini（2005）や Ki et 
al.（2010）により報告されている反復配列を有していた．このユーラシアカワウソにおける反復
配列（5′-CAC GTA CGY AYA CAC GCA CAC B-3′）は 2–10 回の反復単位で構成されると先行研
究で示された．本研究において，ユーラシアカワウソ 5 個体から 8–10 回の反復範囲であること
を確認したが，その反復回数をサンガー法により断定することはできなかった．これは PCR に
おける複製スリップ（replication slippage）が原因と考えられる（Madsen et al., 1993）．そのた
め，本研究では mtgenome 全長配列において反復配列を不明の配列長として扱った．反復配列を
除いたユーラシアカワウソの mtgenome 配列長は EO1（不明），EO4（中国）および EO5（ロシ
ア・サハリン）は 16,316 bp，EO2（中国）および EO3（中国・四川省）は 16,317 bp となった
（表 3-6）． 
本研究はニホンカワウソのリードデータから de novo assembly を用いて JO1 は 140 コンテ
ィグ，JO2 は 44 コンティグを得た．それぞれのコンティグ中に哺乳類の mtgenome に似た配列長
（約 16,400 bp）が含まれており，そのうち各 1 コンティグは BLAST 検索の結果 L. lutra および
E. lutris に類似していると判明した．そこで本研究では L. lutra と E. lutris の mtgenome に類似し
たコンティグをニホンカワウソの mtgenome として扱った．しかし，JO3 のリードデータから
463 コンティグが得られたが，L. lutra や E. lutris に類似したコンティグは含まれていなかった．
de novo assembly の結果，JO1 は 157,703 リードから 16,316 bp（反復配列を除く）の mtgeome コ
ンティグが，JO2 は 22,187 リードから 16,319 bp（反復配列を除く）の mtgenome コンティグが生
成された（表 3-7）．加えて，Mapping to reference 機能により得られた mtgenome 合意配列は反復
配列を除いて，JO1 が 16,316 bp（172,071 リード），JO2 が 16,319 bp（23,410 リード）となっ




一方で，JO3 のリードデータは L. lutra の mtgenome にわずか 146 リードがマッピングされたのみ
で，その被服度は 0.96×となり，本研究において JO3 標本から mtgenome 配列を決定できなかっ
た． 
本研究で決定したニホンカワウソおよびユーラシアカワウソの mtgenome 全 7 配列の構成
は一般的な哺乳類の mtgenome の特徴（13 のタンパクコード遺伝子，22 の tRNA，2 つの
rRNA，CR および L-origin）と一致した（表 3-6）．タンパクコード遺伝子の途中に終止コドンは
なかったことから，本研究はこれら 7 個体（EO1–EO5，JO1 および JO2）の配列決定に成功した
と考える．これらの mtgenome 配列データは GenBank に登録されている（Accession Nos. 
LC049377，LC049378，LC049952–LC049955 および LC050126）． 
GenBank に登録されているユーラシアカワウソ（Accession Nos. EF672696 と FJ236015）お
よびラッコ（Accession No. NC_009692）の mtgenome 配列と本研究で決定したユーラシアカワウ
ソおよびニホンカワウソの mtgenome7 配列を比較した．配列を比較したところ，EF672696 の配
列のみ COX3 で 5 アミノ酸，ND6 で 4 アミノ酸の欠失が確認された（図 3-5）．この欠失はラッ
コ，ニホンカワウソおよびその他のユーラシアカワウソ 6 配列では確認されなかった．このこと
から EF672696 の配列データは配列決定に重大な誤りがあると考えられる．そこで，本研究では
これ以降の解析から EF672696 のデータを除外した． 
ニホンカワウソ 2 個体の遺伝的特徴を見出すため，ニホンカワウソ（JO1 および JO2）と
アジアに生息しているユーラシアカワウソ，スマトラカワウソ，コツメカワウソおよびビロード
カワウソの配列と比較した．Koepfli et al.（2008）は上記 4 種を識別する ND5 遺伝子部分配列
（692 bp）と cytb 遺伝子全長配列（1,140 bp）の遺伝的な特徴が明らかにしている．そこで本研
究は，彼らの種判別領域を用いニホンカワウソ配列の特徴を見出すこととした．配列を比較した
ところ，ニホンカワウソ 2 個体（JO1 および JO2）は 26 の塩基サイトでユーラシアカワウソの





た，JO2 はスマトラカワウソと 3 つの塩基サイト（図 3-6，サイト番号 11815，12332 および
14244），ビロードカワウソと 1 つの塩基サイト（図 3-6，サイト番号 12319）で特徴的な塩基配
列を共有し，JO1 および JO2 はそれぞれ異なる単一の塩基サイトでコツメカワウソと特徴的な塩
基配列を共有した[図 3-6，サイト番号 14277（JO2）および 14740（JO1）]．この結果から，ニホ
ンカワウソはアジアに生息する 4 種のカワウソのうちユーラシアカワウソと多くの変異サイトを
共有しており，近縁であることが示唆された． 
Suzuki et al.（1996）が愛媛県産ニホンカワウソ 1 個体から決定した 3 配列（c4，c5，
ph7）から cytb 遺伝子の相同配列を推定した．推定のため，本研究では上記 3 配列，本研究で
決定した 7 配列，そして表 3-4 に示したカワウソ亜科 11 種の cytb 遺伝子配列と比較を行った．
ps7 は塩基サイト番号 14389 が欠失しており（図 3-7，黒色ハイライトで表示），この欠失によ
りフレームシフトが起きて ph7 のアミノ酸番号 98 をバリン（GTA）から終止コドン（TAG）に
変異させる．このことから ps7 を cytb 遺伝子の相同配列ではないと結論した．c5 の配列は c4
の配列とほぼ一致するが，2 つのサイトで異なる塩基を示している（図 3-7，灰色ハイライトで
表示）．塩基サイト番号 14288 で c5 はチミン，c4 はシトシンを示すがユーラシアカワウソ，ス
マトラカワウソ，JO1 および JO2 はシトシンを示している．加えて，この塩基置換は c5 のアミ
ノ酸番号 39 でスレオニン（ACC）からイソロイシン（ATC）へアミノ酸の変異を引き起こす．
また，塩基サイト番号 14359 で c5 はアデニンを示すが，カワウソ亜科 11 種，JO1 および JO2
の cytb 遺伝子はチミンを示している．この塩基置換は c5 のアミノ酸番号 63 でフェニルアラニ
ン（TTC）からイソロイシン（ATC）へアミノ酸の変異を引き起こす．以上のことから c5 は
cytb 遺伝子の相同配列ではないと推定した．一方で，c4 と JO2 の配列間で変異は確認されなか
った．c4 と JO2 の配列は 5 つの塩基サイトにおいてユーラシアカワウソ 8 配列と異なった（図
3-7，太線で表示した領域）．しかしながら，これらの変異はアミノ酸の変異を引き起こさない同
義置換であった．上記の配列比較結果から，c4 が cytb 遺伝子の相同配列であろうと推定した．








て用い，推定された系統樹の樹形は Koepfli et al.（2008）で示された結果と基本的に一致した．
推定された系統樹でニホンカワウソは旧大陸クレイドに含まれ，ユーラシアカワウソと単系統群
を形成し統計学的に高い支持を受けた（100%BP；図 3-8，ノード 6）．この結果から，ニホンカ
ワウソが Lutra 属の 1 種もしくは 1 亜種であり，Lutra 属においてユーラシアカワウソと最も近
縁であると明らかになった．本解析によって推定されたニホンカワウソの系統類縁関係は，先行
研究の形態と分子の形質に基づいた系統類縁関係と一致する（Imaizumi and Yoshiyuki, 1989；




れる．推定された系統樹の L. lutra+ニホンカワウソのクレイドにおいて，JO1 は L. lutra に対して
種内群であり，L. l. chinensis（EO3）を含む中国由来 3 個体と由来不明 1 個体とともにサブクレ
イドを形成した（99% BP；図 3-8，ノード 8）．Koepfli et al.（2008）はユーラシアカワウソ種内
の遺伝的距離を欧州，中東および東アジアから集めた 41 個体の配列比較から求め，その遺伝的
距離を 0.05–1.15%と算出した．本研究では JO1 とユーラシアカワウソの遺伝的距離は 0.6–1.2%
となり（表 3-8），この遺伝的距離は Koepfli et al.（2008）が示したユーラシアカワウソ種内の遺
伝的距離の範囲におおよそあてはまった．この結果から JO1 は L. lutra と同種であると考えられ
る．しかしながら，同じニホンカワウソの JO2 の系統学的位置づけは JO1 と異なり，JO2 系統は
JO1 を含む L. lutra の単系統群と姉妹群関係となった（98% BP；図 3-8，ノード 7）．また，この




伝的距離は 7.2%で，L. lutra（JO1 含む）とスマトラカワウソの遺伝的距離は 6.7–7.4%となっ
た。これにより JO2 はスマトラカワウソからも明確に遺伝的な分化をしていると考えられる（表
3-8）． 
本解析はユーラシアカワウソの欧州亜種 L. l. lutra の配列を含んでおらず，JO2 系統が欧州
亜種系統である可能性が残る．そこで先行研究で 500 個体以上の L. l. lutra から決定された CR
部分配列に基づきコアレセント法でユーラシア L. lutra 集団（L. l. lutra + L. l. chinesis + JO1）とユ
ーラシア + JO2 集団（L. l. lutra + L. l. chinensis + JO1 および JO2）の 2 集団を仮定し tMRCA を算
出した．この結果，仮定されたユーラシア L. lutra 集団の tMRCA は 282,200 年前，ユーラシア + 
JO2 集団の tMRCA は 498,300 年前と推定された（図 3-9）．このことから，ユーラシア + JO2 集
団の tMRCA はユーラシア L. lutra 集団よりも古い時代に存在したことが示唆された．仮定した 2
集団のコアレセントタイム 95%信頼区間は重複する領域があるが，二標本 t 検定によりユーラシ
ア + JO2 集団のコアレセントタイムはユーラシア L. lutra 集団と比べて有意に古いことが示され
た（P< 0.01）．この結果は JO2 系統が欧州とアジアに現存する L. lutra 集団（L. l. lutra および L. l. 






群として用い mtgenome に基づく ML 系統樹を再構築した（図 3−10）．この系統樹でもユーラシ
アカワウソと JO1 は 100% BP で単系統群を形成し（図 3-10，ノード 2），さらにユーラシアカワ
ウソは 2 つのリネージに分岐した（図 3-10，リネージ 1 およびリネージ 2）．JO1 は EO4（中
国）と単系統を形成し（図 3-10，ノード 7），EO1（不明），EO2（中国）および EO3（中国・四





している．また，JO1 が明確にリネージ 1 に内包されたことから，JO1 を L. lutra と同定した． 
一方で，JO2 は ND5+cytb データセットから再構築した図 3-8 の系統樹と同様に JO1 を含む
L. lutra クレイドと姉妹群関係となった．このことから，JO2 は Lutra 属において独立した進化史
を持つことが確認された（図 3-10，ノード 1 およびノード 2）．Suzuki et al.（1996）は 1962 年に
愛媛県で採取されたニホンカワウソ（図 3-1B）の cytb 遺伝子部分配列（224 bp）を決定し，ユー
ラシアカワウソ 4 個体（L. l. lutra，L. l. chinensis および由来不明個体）と分子系統解析を行っ
た．彼らの解析では，愛媛県産ニホンカワウソはユーラシアカワウソ 4 個体が構成する単系統群
と姉妹群関係となり，本研究の結果と一致した．また，Suzuki et al.（1996）で決定された 224 bp
の cytb 遺伝子部分配列 L. nippon（Ehime）を本研究の ND5+cytb データに組み込み解析したとこ
ろ，図 3-8 に示すように L. nippon（Ehime）は JO2 とともに 100% BP で単系統を形成した．さら
に，L. nippon（Ehime）の採取地愛媛県と JO2 の採取地高知県はどちらも四国に位置し，それぞ
れの採取地点は約 20–30 km の距離に位置する（図 3-1B）．L. nippon（Ehime）の遺伝情報は




ニホンカワウソにおける 2 系統（JO1 系統および JO2 系統）の進化の時間的尺度を推定す
るため，まず食肉目 78 種の mtgenome に基づきカワウソ亜科の分岐年代を推定した．食肉目全
体で推定された分岐年代は nDNA に基づいた研究の結果と基本的に一致した（図 3-11）（Sato et 









ワウソの分岐年代を推定した．食肉目全体の分岐年代推定により Enhydra と Lutra + Aonyx + 
Lutrogale 間の分岐は 10.76 Ma（95%：9.01–12.49），L. sumatrana と L. lutra 間の分岐は 3.24 Ma
（95%：1.80–4.81）と推定され（図 3-10），これら 2 つの推定値をニホンカワウソの分岐年代推
定における時間の目盛り合わせとして用いた．JO2 系統はユーラシアカワウソの祖先系統から前
期更新世（カラブリアン：1.80–0.78 Ma）の 1.27 Ma（95%：0.98–1.59 Ma）に分岐したと推定さ
れた（図 3-13）．この推定値と似た分岐年代を示す陸生動物に日本固有亜種のニホンツキノワグ
マ Ursus thibetanus japonicus がおり，mtgenome に基づいた推定からニホンツキノワグマ集団は大
陸集団から約 1.46 Ma に分岐したと推定されている（Wu et al., 2015）．また，樽野（2010）は日
本に生息していた長鼻類の化石記録を調査し，トロゴンテリーゾウ Mammuthus trogontherii が約
1.2 Ma に陸橋を渡ってユーラシア大陸から日本へ移住してきたと示している．さらに地質学的研
究から，カラブリアンにあたる 1.7–0.8 Ma の氷期に北緯約 32°に形成された陸橋により，大陸と
日本列島間が接続していたと示唆されている（北村・木元，2004）．このことから，JO2 の祖先
を含むこれらの動物の移住と集団形成は 1.7 Ma 以降に形成された陸橋に起因すると考えられ，
JO2 の祖先集団はトロゴンテリーゾウやニホンツキノワグマの祖先集団と同様にユーラシア大陸
から日本列島に同じ陸橋を経て日本に渡って来たと考えられる． 
野嶋（2002）は静岡県の 0.3–0.4 Ma の地層から出土した Lutra sp.の化石記録を報告して
おり，これは日本列島における最古の Lutra 属の化石記録である．化石記録と分子形質から推定
された分岐年代には約 100 万年の差があるが，カワウソ以外の哺乳類も前期更新世の化石記録は








てニホンイノシシ Sus scrofa leucomystax がおり，CR 部分配列基づき大陸集団から 0.140–0.253 














あると断定した．その一方で解析した 2 個体（JO1 および JO2）は Lutra クレイドにおいて異な
る進化史を示した．JO2 は前期更新世（カラブリアン：1.80–0.78 Ma）に日本列島に移住した古
い祖先の子孫と推定され，ユーラシアカワウソとの遺伝的分化の程度は種もしくは亜種の違いに
相当した．それに対して JO1 はユーラシアカワウソの種内群と推定され，JO1 は L. lutra の一員
とみなされた．Imaizumi and Yoshiyuki（1989）はニホンカワウソを日本固有種 L. nippon として分
類したが，IUCN Red List（2015）はニホンカワウソをユーラシアカワウソの異名として扱い，亜
種名を指定せずに分類を再検討する余地があるとしている．ユーラシアカワウソの分布域に基づ
くとニホンカワウソは中国亜種 L. l. chinensis に対応すると考えられるが，JO2 は欧州亜種 L. l. 
lutra や中国亜種 L. l. chinensis と遺伝的には大きく分化しており，独立種である可能性を示し
た．そこで本研究の結果から，四国に生息していたニホンカワウソを日本固有亜種 L. l. nippon も
しくは日本固有種 L. nippon として分類の再検討を提案する． 
分子系統学的視点からニホンカワウソの分類に関する問題の結論を導くため，本研究で解
析したユーラシアカワウソ 2 亜種（L. l. lutra および L. l. chinensis）のみならず L. lutra 集団全体
の遺伝的多様性と系統類縁関係を解析するべきである．加えて，本研究はニホンカワウソの 2 系
統各 1 個体かつ mtDNA のみの解析にとどまっており，ニホンカワウソ集団内の遺伝的多様性や












図 3-2. カワウソの mtgenome マップ．（A）カワウソの mtgenome マップ．（B）Simplex PCR
で増幅される断片とアウタープライマー（MPCR 用），インナープライマー（Simplex PCR 用）
および共通プライマー（MPCR および Simplex PCR 用）それぞれの位置の代表例とその対応領
域．灰色で示したカワウソの mtgenome は 2 つの rRNA，22 の tRNA，13 のタンパクコード領
域および調節領域で構成される．1–46 の番号が割り当てられている枠は Simplex PCR で増幅され
る 46 の断片を示し，46 断片で mtgenome をカバーする．奇数番の断片（水色）と偶数番の断片（赤




図 3-3. MPCR の手順と Simplex PCR 産物の電気泳動像の例．（A）MPCR の手順．（B）MPCR
産物を鋳型に Simplex PCR を行う手順．（C）Simplex PCR 産物を 1.5%アガロースゲルで電気




















コドン位置 I II III I II III I II III I II III I II III III II I III II I III II I III II I
* *
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 3 5 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 1 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 6 6 6 6
7 7 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 7 7 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 0 0 0 0
4 5 1 3 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 1 2 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 4 5 6 6
0 5 1 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 5 5 5 9
Lutra lutra _EF672696 - - - - - - - - - - - - - - - - - - C T - - - - - - - - - - - - - - - -
Lutra lutra _FJ236015 A A C G C T G C C T G A T A C T G A - - A A T A A A A G C A C C A A A A
EO1 (不明) A A C G C T G C C T G A T A C T G A - - A A T A A A A G C A C C A A A A
EO2 (中国) A A C G C T G C C T G A T A C T G A - - A A T A A A A G C A C C A A A A
EO3 (中国・四川省) A A C G C T G C C T G A T A C T G A - - A A T A A A A G C A C C A A A A
EO4 (中国) A A C G C T G C C T G A T A C T G A - - A A T A A A A G C A C C A A A A
EO5 (ロシア・サハリン) A A C G C T G C C T G A T A C T G A - - A A T A A A A G C A C C A A A A
JO1 (神奈川) A A C G C T G C C T G A T A C T G A - - A A T A A A A G C A C C A A A A
JO2 (高知) A A C G C T G C C T G A T A C T G A - - A A T A A A A G C A C C A A A A











































図 3-9. ユーラシアカワウソとニホンカワウソの tMRCA の個体群サイズ動態．BEAST プログ
ラムでコアレセント法を用いて，mtDNA 調節領域の約 350 bp に基づき推測された tMRCA の事
後確率分布．縦軸は事後確率を示し，横軸は tMRCA（年前）を示す．青色で示した事後確立分布


























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































属 種名 和名 全長配列 ND5 cytb
Lutra Lutra lutra ユーラシアカワウソ FJ236015 EF472377 AF057124
Lutra sumatrana スマトラカワウソ - EF472380 EF472347
Lutra nippon ニホンカワウソ - - -
Aonyx Aonyx cinerea アジアコツメカワウソ - EF472372 AF057119
Aonyx capensis ケープツメナシカワウソ - EF472371 AF057118
Lutrogale Lutrogale perspicillata ビロードカワウソ - EF472381 EF472348
Hydrictis Hydrictis maculicollis ノドブチカワウソ - EF472378 AF057125
Enhydra Enhydra lutris ラッコ NC_009692 EF472373 AF057120
Lontra Lontra canadensis カナダカワウソ - EF472374 AF057121
Lontra longicaudis オナガカワウソ - EF472376 AF057123
Lontra felina ミナミウミカワウソ - EF472375 AF057122





目 科 学名 Accession No. 備考
Carnivora Mustelidae Lutra lutra FJ236015 complete mitochondrial genome
Enhydra lutris AB291077 complete mitochondrial genome
Lontra canadensis AH014077, AF057121 12 mitochondrial protein coding genes
Lutra sumatrana EF472347 cytochrome b
Hydrictis maculicollis AF057125 cytochrome b
Aonyx cinerea AF057119 cytochrome b
Aonyx capensis AF057118 cytochrome b
Lutrogale perspicillata EF472348 cytochrome b
Lontra felina AF057122 cytochrome b
Lontra longicaudis AF057123 cytochrome b
Pteronura brasiliensis AF057126 cytochrome b
Mustela frenata HM106321 complete mitochondrial genome
Mustela kathiah HM106320 complete mitochondrial genome
Mustela nivalis HM106319 complete mitochondrial genome
Mustela sibirica HM106317 complete mitochondrial genome
Neovison vison HM106322 complete mitochondrial genome
Martes americana HM106324 complete mitochondrial genome
Martes flavigula HM106326 complete mitochondrial genome
Martes foina HM106325 complete mitochondrial genome
Martes melampus NC 009678 complete mitochondrial genome
Martes pennanti HQ705180 complete mitochondrial genome
Martes zibellina NC 011579 complete mitochondrial genome
Gulo gulo NC 009685 complete mitochondrial genome
Melogale moschata HM106328 complete mitochondrial genome
Meles meles NC 011125 complete mitochondrial genome
Meles anakuma NC 009677 complete mitochondrial genome
Arctonyx collaris HM106329 complete mitochondrial genome
Taxidea taxus HM106330 complete mitochondrial genome
Procynidae Procyon lotor NC 009126 complete mitochondrial genome
Nasua nasua HM106331 complete mitochondrial genome
Mephitidae Mephitis mephitis HM106332 complete mitochondrial genome
Spilogale putorius NC 010497 complete mitochondrial genome
Ailuridae Ailurus fulgens styani NC 009691 complete mitochondrial genome
Odobenidae Odobenus rosmarus rosmarus NC 004029 complete mitochondrial genome
Otariidae Arctocephalus forsteri NC 004023 complete mitochondrial genome
Arctocephalus pusillus NC 008417 complete mitochondrial genome
Arctocephalus townsendi NC 008420 complete mitochondrial genome
Callorhinus ursinus NC 008415 complete mitochondrial genome
Eumetopias jubatus NC 004030 complete mitochondrial genome
Neophoca cinerea NC 008419 complete mitochondrial genome
Phocarctos hookeri NC 008418 complete mitochondrial genome
Zalophus californianus NC 008416 complete mitochondrial genome
Phocidae Erignathus barbatus NC 008426 complete mitochondrial genome
Halichoerus grypus NC 001602 complete mitochondrial genome
Hydrurga leptonyx NC 008425 complete mitochondrial genome
Leptonychotes weddellii NC 008424 complete mitochondrial genome
Lobodon carcinophaga NC 008423 complete mitochondrial genome
Mirounga leonina NC 008422 complete mitochondrial genome
Monachus schauinslandi NC 008421 complete mitochondrial genome
Phoca fasciata NC 008428 complete mitochondrial genome
Phoca groenlandica NC 008429 complete mitochondrial genome
Phoca largha NC 008430 complete mitochondrial genome
Phoca vitulina NC 001325 complete mitochondrial genome
Pusa caspica NC 008431 complete mitochondrial genome
Pusa hispida NC 008433 complete mitochondrial genome




目 科 学名 Accession No. 備考
Ursidae Ailuropoda melanoleuca EF212882 complete mitochondrial genome
Arctodus simus NC 011116 complete mitochondrial genome
Helarctos malayanus NC 009968 complete mitochondrial genome
Melursus ursinus NC 009970 complete mitochondrial genome
Tremarctos ornatus NC 009969 complete mitochondrial genome
Ursus americanus NC 003426 complete mitochondrial genome
Ursus arctos NC 003427 complete mitochondrial genome
Ursus maritimus AF303111 complete mitochondrial genome
Ursus spelaeus NC 011112 complete mitochondrial genome
Ursus thibetanus NC 009971 complete mitochondrial genome
Canidae Canis latrans DQ480510 complete mitochondrial genome
Canis lupus AB499824 complete mitochondrial genome
Nyctereutes procyonoides GU256221 complete mitochondrial genome
Vulpes vulpes GQ374180 complete mitochondrial genome
Felidae Acinonyx jubatus AY463959 complete mitochondrial genome
Felis catus NC 001700 complete mitochondrial genome
Lynx rufus NC 014456 complete mitochondrial genome
Neofelis nebulosa NC 008450 complete mitochondrial genome
Panthera pardus NC 010641 complete mitochondrial genome
Panthera tigris tigris JF357967 complete mitochondrial genome
Prionailurus bengalensis HM185183 complete mitochondrial genome
Puma concolor JN999997 complete mitochondrial genome
Uncia uncia NC 010638 complete mitochondrial genome
Herpestidae Herpestes javanicus AY873843 complete mitochondrial genome


















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































JO1 6,389,056 157,703 59.79 584.39 16,374 172,071 60.34 626.82 16,536
JO2 6,750,212 22,187 76.22 103.55 16,377 23,410 76.12 107.45 16,539
h) マッピング合意配列の平均被服度
de novo  assembly Mapping
表3-7.　NGSリード数，de novo  assemblyの結果およびmapping to referenceの結果．








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































本研究は Lutra 属における保全上解決すべき問題を mtDNA に基づき分子系統解析すること
で解明し，保全遺伝学へ応用することを目的とした．EAZA および JAZA に所属する動物園や水
族館で飼育されているユーラシアカワウソの A-line（欧州亜種），B-line（欧州亜種と東南アジア
亜種の亜種間交雑が疑われる系統）および中国亜種の cytb 遺伝子全長配列（1,140 bp）を決定
し，亜種を考慮した配列比較と系統解析を行った．これらの解析の結果，これまで示されていな
かった B-line の遺伝的特徴および A-line（欧州亜種）との系統の違いが示された．また，血統登
録の精査により本研究で解析した B-line 個体の繁殖に中国亜種の関わりはないことが確認された
ことから B-line の mtDNA は東南アジア亜種に由来すると考えられた．種内の保全単位について
は論争が続いているが（Frankham et al., 2002），Moritz（1995）が提唱した種内の管理単位として
進化的に重要な単位（ESU）がある．これは mtDNA および nDNA の複数遺伝子座を集団間で比
較し，統計学的に明確な遺伝的分化を示した場合に各集団を ESU として扱う．ESU として扱わ
れる集団は種内の管理単位として別々に管理されるべきとされている．本研究により mtDNA の
cytb 遺伝子全長配列から A-line と B-line および A-line と中国亜種は別系統で遺伝的に分化するこ




カワウソ 2 個体[JO1（神奈川県産）と JO2（高知県産）]は Lutra クレイドにおいてそれぞれ異な
る進化史を示した．JO1 系統はユーラシアカワウソが形成する単系統群に内包され，分岐年代は
約 10 万年前と推定されたことから，本研究では JO1 をユーラシアカワウソ L. lutra と同定した．






















http://www9.nhk.or.jp/nw9/marugoto/2014/02/0210.html；2016 年 2 月 6 日最終閲覧）．実際に，生物
多様性条約名古屋会議が開催された 2010 年以降に国外から日本へ導入されたユーラシアカワウ
ソ個体は国内血統登録（富山市ファミリーパーク，2014）に従うと JAZA 所属園館全体でわずか
に 5 頭と非常に少ないうえ，そのうち 4 頭が本研究で亜種間交雑の可能性が強く示唆された B-
line 個体である．これら 2010 年以降 JAZA 所属園館に導入された個体とその子孫を除いた国内生
存個体は全て 1991 年に中国の四川省から導入された野生個体とその子孫であり，個体数も 2016













している．また，Toyoda et al.（2015）は北海道で出土したニホンアシカの化石から mtDNA の調
節領域部分配列を決定し，ニホンアシカは Zalophus 属の一員と示唆している．しかしながら，
これらの研究は通常の PCR 法を用いて mtDNA の CR 領域部分配列を決定しているのみである．
本研究では，絶滅したニホンカワウソの系統学的位置づけをより多くの分子情報から推定するた







































2 名のほかにも数多くの先輩方，同期，そして後輩に恵まれました．そして最終学年の 2015 年
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カワウソ亜科 Lutrinae（Mammalia, Carnivora）の現存種は 7 属 13 種に分類されており，4 大
陸（ユーラシア，アフリカ，北米，南米）に広く分布する半水生の中型哺乳類である．このうち
Lutra属の現存種は2種（ユーラシアカワウソLutra lutraおよびスマトラカワウソLutra sumatrana）














化速度が早いため種内変異の検出が可能である．また，1 細胞中に 1 コピーの nDNA と比べて
mtDNA は 1 細胞中に数十から数千のコピーが含まれているため，DNA が断片化し減少している
絶滅した動物の博物館標本試料などでも比較的容易に DNA 配列を得ることが可能である．この
ようにして得られた mtDNA 配列は遺伝的多様性の評価，系統解析および分岐年代推定が可能で









欧州と日本の動物園や水族館ではユーラシアカワウソの欧州亜種 L. l. lutra，東南アジア亜
種 L. l. barang，中国亜種 L. l. chinensis などが飼育されている．欧州動物園水族館協会（EAZA）に
所属する園館には A-line（L. l. lutra）と B-line（L. l. lutra と L. l. barang が交雑した可能性がある系
統）という 2 つの line が存在し，JAZA 所属園館にもこの 2 つの line が導入されている．保全遺
伝学的観点から繁殖を行う際は地域絶滅が起きている欧州亜種内で繁殖を行うべきであるが日本
では本種の個体数が少ないため A-line と B-line を掛け合わせる繁殖がおこなわれている．Iwata et 
al.（2014）は B-line の遺伝的特徴を評価し，B-line と A-line 間の Cytochrome b（cytb）遺伝子部分
配列（307 bp）に違いがあることを示した．しかし Iwata et al.（2014）では解析配列が短く配列情
報が少ないこと，比較に用いた配列の亜種を精査していないことが問題として挙げられる．そこ
で本研究では B-line の由来を明らかにするために A-line，B-line 各 1 個体と中国亜種 2 個体の計 4
個体から mtDNA の cytb 全長配列（1140 bp）を新たに決定し，先行研究で決定された欧州産，中
国産，B-line および韓国産各 1 個体の cytb 配列の計 4 配列を加えて亜種を考慮した配列比較と系
統解析をおこなった． 
A-line および B-line それぞれの特徴的な塩基配列を見出すため上記に示した 8 配列の比較
を行った．その結果，A-line および B-line それぞれが特徴的な塩基配列を示したが，中国亜種を
A-line および B-line と識別できる特徴的な塩基配列は確認されなかった． 
A-line と B-line の系統を明らかにするため最尤法により無根系統樹を構築した．その結果，
先行研究と同様に A-line と B-line は異なるクレイドを形成した．B-line は先行研究で決定された





究で解析した B-line の mtDNA は東南アジア亜種に由来する可能性が考えられる． 
本研究では先行研究よりも多くの配列情報を得て亜種を考慮した配列比較と系統解析を行
い，A-line と B-line の遺伝的差異および B-line における亜種間交雑をさらに強く示唆した． 2015
年現在，日本で飼育されている B-line 個体は全て本研究で解析した B-line 個体の子や孫で，中国
亜種も A-line と異なるクレイドを形成し遺伝的な分化を示唆した 1 系統が残るのみである．日本
の園館では A-line，B-line および中国亜種それぞれを識別し，国内の B-line は本種の繁殖と維持に
活用しつつ， A-line および中国亜種の純系統を維持することで域外保全への貢献が期待される． 
第3章. 絶滅したニホンカワウソの系統類縁関係の評価 
ニホンカワウソは日本の主要 4 島（北海道，本州，四国，九州）に生息していたが 1979 年
以降に野生下で目撃されておらず，2012 年に環境省が絶滅を宣言した．形態と分子の形質に基づ
く系統分類学的研究でニホンカワウソは日本固有種 L. nippon とされ，Mammal Species of the World
（2005）の中で Wozencraft はこの分類を採用している．一方， IUCN Red List ではニホンカワウ
ソをユーラシアカワウソの異名とし，環境省も日本の Red List（2012）でユーラシアカワウソの亜
種 L. l. nippon として扱い，本種の分類は現在も論争の最中である．本研究ではニホンカワウソと
される神奈川県産 1 個体（JO1）および高知県産 1 個体（JO2）の合計 2 個体を用い，次世代シー
ケンサー（NGS）により mtDNA ゲノム（mtgenome）配列（約 16,400 bp）を決定した．さらに，
中国やサハリンに由来するユーラシアカワウソ 5 個体から MPCR 法やロング PCR 法を用いて
mtgenome 配列を決定した．そして，本研究で決定した配列と先行研究（Koepfli and Wayne, 1998; 
Koepfli et al., 2008）で報告されたカワウソ亜科 mtDNA 配列とともに以下の解析をおこなった：1）











れ，中国産ユーラシアカワウソと単系統となった（100% BP）．このことから JO1 はユーラシアカ
ワウソの一系統と判明した．その一方で，高知県産の JO2 は JO1 を含むユーラシアカワウソ単系
統群と姉妹群関係となり，日本独自の系統であると示された．この結果は愛媛県産ニホンカワウ
ソの cytb遺伝子部分配列 224 bpに基づきニホンカワウソが独立した系統とする Suzuki et al.（1996）
で示唆された結果と一致する．以上のことから JO2 は日本固有種もしくは日本固有亜種として扱
うことが妥当と思われる． 
JO1 および JO2 それぞれの系統における進化の時間的尺度を推測するため，分岐年代を推
定した．推定の結果，JO2 の祖先は前期更新世にあたる約 127 万年前，JO1 の祖先は後期更新世に
あたる約 10 万年前に分岐したと推定された．JO2 系統に似た分岐年代を示す動物では，mtgenome
配列に基づく解析でツキノワグマが約 146 万年前（Wu et al., 2015）に日本へ移住したと推定され
ている．地質学の研究から，前期更新世（170–80 万年前）の氷期に陸橋で大陸と日本列島が接続
していたと示唆されている（北村・木元, 2004）．このことから JO2 系統は前期更新世に陸橋を渡
って日本列島に移住したと考えられる．JO1 系統が分岐した年代は JO2 系統が示した分岐時期と
比べ比較的最近の出来事であると分かった．JO1 系統と似た分岐年代を示す動物はイノシシがお




本研究により，日本産のカワウソ標本 2 個体は Lutra 属であると再確認された．しかし，同
じ日本産の JO1 と JO2 でもそれぞれ異なる進化史を示した．高知県産 JO2 はユーラシアカワウソ














は種内の管理単位として別々に管理されるべきとされる．本研究では mtDNA により A-line と B-


























Department of Human and Animal-Plant Relationships, Graduate School of Agriculture, 
Tokyo University of Agriculture 
 
1. Introduction 
Species of Lutrinae (Mammalia, Carnivora) are known as otters, which are mid-sized and semi-aquatic 
animals. There are seven genera and 13 species of Lutrinae, and they are distributed on four continents 
(Eurasia, Africa, North America, and South America). One of the genera, Lutra is composed of two species, 
namely, the Eurasian otter (Lutra lutra) and hairy-nosed otter (Lutra sumatrana). However, up to the 20th 
century, it was thought that Lutra included three species, when the Japanese otter (Lutra nippon) became 
extinct. Today, the two extant species of Lutra are threatened in more than one country and region. Therefore, 
a conservation plan for Lutra should be made quickly. However, phylogenetic relationships at the population 
and species levels in Lutra remain unresolved and are vital for determining conservation priorities. 
Two problems to be solved for Lutra are as follows: (1) zoos and aquariums implement a plan of ex-
situ conservation for the Eurasian otter because this species has become extinct in many regions (Conroy and 
Chanin, 2000). However, there is suspected hybridization between the European subspecies L. lutra lutra and 
Southeast Asian subspecies L. lutra barang in Japanese zoos and aquariums. That is a matter of concern 
because it may fail to conserve either subspecies as they exist in nature. (2) The taxonomic status of the 
extinct L. nippon remains controversial. L. nippon was considered a distinct species on the previous 
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morphological and molecular studies. However, the IUCN Red List (2015) treated this species as synonym 
of L. lutra. 
Molecular phylogenetics and phylogeography provide the solution for these problems. Mitochondrial 
DNA (mtDNA) is an effective tool for molecular phylogenetics and phylogeography for these taxa, and these 
data were applied to conservation genetics. It is possible to infer intraspecific patterns from mtDNA, because 
the evolutionary rate of mtDNA is faster than that of nuclear DNA (nDNA) in Mammalia. Moreover, mtDNA 
is present in tens to thousands of copies in one cell, but there is only one copy of nDNA. Therefore, it is 
relatively easy to determine mtDNA sequence from museum specimens, despite deterioration of DNA due to 
age and chemical treatments. Therefore, mtDNA sequences can be used to estimate phylogenetic 
relationships, and divergence time. Hence, mtDNA sequences can help to solve the problems of Lutra 
described above. 
In this study, we determined mtDNA sequences from the Eurasian otter and the Japanese otter. Based 
on the molecular analyses, we propose a breeding plan for Eurasian otter, which are reared in Japanese zoos 
and aquariums, and provide insights about the phylogenetic relationships and phylogeography of the Japanese 
otter. 
2. Genetic Variation and Breeding Program of Eurasian Otters in Japanese Zoos and Aquariums 
European and Japanese zoos and aquariums rear the Eurasian otter, which include a European 
subspecies (L. l. lutra), a Southeast Asian subspecies (L. l. barang), and a Chinese subspecies (L. lutra 
chinensis). The European facilities rear two lines of this species, which were named A-line (L. l. lutra) and 
B-line (based on the information from European zoo, this is likely a crossbreed of L. l. lutra and L. l. barang). 
The Japanese facilities introduced these lines. From a viewpoint of conservation genetics, the breeding 
program should give high priority to the European subspecies, because this subspecies is highly threatened. 
However, Japanese facilities crossbred the A- and B-lines, likely because only small numbers of L. lutra were 
reared in Japanese facilities, thereby making cross-breeding imperative to its conservation in this country. 
The mtDNA partial cytochrome b (cytb) gene sequence (307 bp) of the A- and B-lines previously showed 
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slight but characteristic differences between the two lines (Iwata et al., 2014). However, the previous study 
had limitations, as only one sample of the B-line was considered, the sequence was found to be short, and 
they did not make consideration for subspecies of sequences deposited in GenBank. To determine the 
ancestry of mtDNA in the B-line, we sequenced the complete cytb gene (1,140 bp) from one individual each 
of the A- and B-lines and two individuals of L. l. chinensis. We added four other cytb gene sequence of 
Eurasian otter (including an additional B-line individual) and compared these sequences to identify 
diagnostic nucleotide characters and reconstructed a phylogenetic tree. 
We compared the sequences noted above and collected the mutation site. The B-line individual showed 
diagnostic nucleotides at two positions, whereas the A-line individual showed diagnostic nucleotides at four 
positions. However, we could not find the diagnostic nucleotide of L. l. chinensis, which identifies with the 
A- and B-lines. 
We reconstructed a phylogenetic tree using complete cytb gene sequences. The two individuals of B-
line formed a monophyletic group with the two individuals of L. l. chinensis, and an A-line individual formed 
a monophyletic group with the other European individual. We searched the pedigree registry of Eurasian 
otters of the Japanese Association of Zoos and Aquariums (JAZA), and the B-line had not been bred with the 
Chinese subspecies. Hence, these results suggest that mtDNA origin of B-line was from L. l. barang and that 
it differed from the A-line sequence (L. l. lutra).  
These results suggest that hybridization between the European subspecies and Southeast Asian 
subspecies occurred in the B-line. Today, each of the mother line of B-line and L. l. chinensis are reared only 
one in Japanese facilities. The breeding program involving B-line individuals is very important in Japanese 
facilities, because only few Eurasian otters (only 22 individuals) are maintained at zoos or aquariums in Japan. 
However, the breeding program is not appropriate for the conservation of subspecies-specific strains. Hence, 
JAZA should identify individuals as A-line, B-line, or L. l. chinensis, and structure the breeding program so 
that crosses within L. l. lutra (A-line) and within L. l. chinensis have priority rather than those that would 
hybridize the subspecies. 
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3. Evaluating the Phylogenetic Status of the Extinct Japanese Otter on the Basis of Mitochondrial 
Genome Analysis 
The Japanese otter inhabited the four main Japanese islands (Hokkaido, Honshu, Shikoku, and 
Kyushu), but it has not been observed in the wild since 1979 and was declared extinct in 2012. Recent 
taxonomic (Imaizumi and Yoshiyuki, 1989; Endo et al., 2000) and molecular phylogenetic (Suzuki et al., 
1996) studies suggest that it should be treated as an independent species, L. nippon. In Mammal Species of 
the World, Wozencraft (2005) introduced this classification. However, the IUCN Red List considers it a 
synonym of L. lutra, and the Ministry of the Environment of Japan (2012) treated it as subspecies, namely L. 
l. nippon, on the Red List of Japan. Therefore, the taxonomic status of this species needs to be resolved. In 
this study, we sequenced the entire mtDNA genome (mtgenome) of two Japanese otters (which were caught 
in Kanagawa and Kochi Prefectures) by using next generation sequencing (NGS) technology, and five 
Eurasian otters (which came from China, Sakhalin, and an unknown locality) by Sanger sequencing. We 
download the partial ND5 and complete cytb gene sequences of the other 11 species of Lutrinae and entire 
mtgenome sequence of the Sea otter (Enhydra lutris) and L. lutra from NCBI. We inferred molecular 
phylogenetic trees inferred from each dataset (ND5+cytb or mtgenome), clarifying the placement of the 
Japanese otter in Lutrinae, resolving detailed phylogenetic relationships between the Japanese otter and the 
Eurasian otter, and estimating the divergence time of the Japanese otter lineage. 
The partial mtDNA dataset (1,826 bp) of Lutrinae resolved the two Japanese otters and Eurasian otters 
as monophyletic (100% bootstrap probability, BP). This relationship is consistent with a previous study 
(Imaizumi and Yoshiyuki, 1989; Suzuki et al., 1996; Endo et al., 2000) that was based on morphological or 
partial mtDNA (224 bp) characters. 
To elucidate detailed phylogenetic relationships among the Japanese and Eurasian otters, we 
reconstructed a phylogenetic tree with a mtgenome dataset (14,740 bp). This analysis deeply nested the 
Japanese otter 1 (JO1) from Kanagawa in the Eurasian otter clade (100% BP), specifically placing JO1 in a 
monophyletic group with three individuals of Chinese Eurasian otter. Hence, we conclude JO1 is L. lutra. 
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The Japanese otter 2 (JO2) collected in Kochi formed an independent lineage in the Lutra clade, sister to a 
monophyletic group that comprised the Eurasian otters. This result was consistent with the result of a prior 
molecular phylogenetic analysis (Suzuki et al., 1996) that was based on the partial cytb gene sequences (224 
bp) of one individual of the Japanese otter (collected in Ehime Prefecture, which is adjacent to the Kochi 
Prefecture). 
To estimate the evolutionary time scale of the two lineages of Japanese otters (JO1 and JO2), we 
estimated the divergence times among the Japanese otters and the Eurasian otters. The estimated molecular 
divergence time for the ancestral lineages of the Japanese otters was 0.10 Ma (95% confidence interval: 0.06–
0.16 Ma) and 1.27 Ma (95%: 0.98–1.59 Ma) for the JO1 and JO2 lineages, respectively. The divergence time 
of JO2 is similar to the divergence time of the Japanese black bear Ursus thibetanus japonicus (1.46 Ma), 
which was based on mtgenome analysis (Wu et al., 2015). Furthermore, geological research suggest a land 
bridge formed between the Eurasian continent and the Japanese archipelago in the Calabrian age (1.80–0.78 
Ma) (Kitamura and Kimoto, 2004). This result suggests that the ancestor of JO2 migrated to the Japanese 
islands via the land bridge during this period. The divergence time of JO1 is similar to the divergence time 
of Japanese wild boar Sus scrofa leucomystax (0.14–0.25 Ma), based on partial mtDNA sequences of control 
region (Watanobe et al., 2003). Therefore, it would appear that the ancestor of JO1 migrated to Japan in the 
Tarantian age (0.126–0.0117 Ma). However, there is no geological evidence that a land bridge was present 
between Japan and the continent during Tarantian age. JO1 was caught in Jogashima, which was a flourishing 
base for deep sea fishing for a long time. Therefore, it is possible that the JO1 individual was imported from 
the Asian continent in modern times. 
In the present study, two otters from Japan were verified as belonging to the genus Lutra. However, 
JO1 and JO2 showed different evolutionary histories. JO2, collected in Kochi, formed a distinct lineage in 
Lutra clade, and it should be treated as a distinct species L. nippon or subspecies L. l. nippon. On the other 




This study aimed to solve two problems for Lutra, and the results were applied to conservation genetics. 
We analyzed the complete cytb gene sequence of the Eurasian otter of A-line (L. l. lutra), B-line (likely a 
crossbreed of L. l. lutra and L. l. barang), and L. l. chinensis. Unrooted phylogenetic trees group B-line 
individuals with the Chinese subspecies rather than with an individual from the A-line. Those results suggest 
the possibility of mtDNA of B-line being derived from L .l. barang. In conservation genetics, arguments have 
been made that if two populations show genetic divergence in mtDNA and nDNA, they should be treated as 
evolutionarily significant units (ESUs; Moritz, 1995). An ESU is treated as a managerial unit for conservation. 
Here, our result suggests mtDNA divergence between A- and B-lines, and between A-line and Chinese 
subspecies. Although divergence of nDNA has not yet been shown, we propose that the A-line, B-line, and 
L. l. chinensis be treated as separate managerial units pending further evidence.  
To evaluate the phylogenetic status of the Japanese otter, we used partial and entire mtDNA sequences, 
with focus on two Japanese otter individuals. We used these data to infer a phylogenetic tree and estimate 
divergence time. JO1 collected in Kanagawa and JO2 collected in Kochi showed different evolutionary 
histories. JO1 was nested within a Eurasian otter clade, and the divergence time of JO1 is 0.10 Ma. On the 
other hand, JO2 was sister to the Eurasian otter clade, and the divergence time of JO2 is 1.27 Ma, which is 
earlier than the confused stage of Eurasian otter population around the Eurasian continent. The divergence 
time of JO2 coincided with a proposed land bridge linking Eurasia and Japan. From these results, the JO2 
lineage can be treated as a distinct species or subspecies. From the viewpoint of conservation genetics, if any 
extant individuals from the JO2 lineage are rediscovered, they would be treated as important for conservation. 
However, we know of no evidence that they remain in the wild. This study analyzed only two individual of 
the Japanese otter. Therefore, the broader genetic diversity of the Japanese otter populations was not covered 
in this study. Future sampling of more than one specimen of the Japanese otter from each region (Hokkaido, 
Honshu, Shikoku, and Kyushu) would further fully resolve the phylogenetic relationships and genetic 
diversity of Japanese otter. 
